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出と利用およびレタス (Lactucasa tiva )における細胞融合による野生種との種間体細胞雑種
の育成に分かれる。ハクサイおよびキャベツ等のBrassica野菜の約培養に関しては、効率的に
半数体を作出するための培養条件の究明を行い、育成した倍加半数体について耐病性育種での






















怪様体誘導による経路が望ましいとされる(中島，1979) 0 Brass i ca植物の約培養ではまずA
ゲノムのBrassica campestris (Kellerら， 1975)およびACゲノムのB. napus (Thomas & 
Wenze 1 ， 1975)で怪様体の作出が報告され、その後CゲノムのB.oleracea (Keller&Armstrong， 
1983 )においても怪様体経由により半数性植物体の育成が図られた。さらに B.hirta 





本章ではBrassica属野菜における花粉起源半数体の効率的な作出を 目的に、ハクサイ (B. 
campθstris var. pekinensis)、チンゲンサイ (B.campθstris var. chinensis)および







系統 C15-3(根こぶ病抵抗性カブ‘GelriaR' と千歳系ハクサイとの交雑後代 BC3S2)とキ





















種 類 花弁長/約長 置床暦様体怪様体怪様体数
系 統 (発育ステー γ) 約数 形成約数 形成率 完
ハクサイ 1/4-1/2(1核前一中期) 290 3 1.0 4 
C15-3 1/2-1(1核後-2核期) 265 1 0.4 1 
キャベツ 1/4-1/2(1核前一中期) 412 










1核期小胞子ステージの蔚の使用が怪様体形成に有効であるとの報告 (Thomas& Wenze 1 ， 
1975; Kellerら， 1983)がなされ、本実験でも既報を裏づける結果が得られたo 1核期
の釈で怪形成率が高い理由は明らかでないが、単離花粉の培養でやや遅い有糸分裂前後の







きさを指標に推定する簡便な方法がとられる (Lichter，1981; Loh & Ingram， 1982 ; 








































表2 ~杢様体形成に及ぼす基本培地の影響 (ハクサイ C15-3系統)
基本培地 生長調節物質 mg/l 置床 怪様体 匪様体 怪様体数
2，4-D NAA 荷数 形成約数 形成率見
LS 1. 0 1. 0 183 0 0 0 
2 .0 2 . 0 180 0 0 0 
改変85 1. 0 1. 0 182 1 0 . 5 1 








表3 怪様体形成に及ぼす改変B5培地無機塩類濃度の影響 (ハクサイ M46-7系統)















表4 月杢様体形成に及ぼす NH/濃度の影響 (チンゲンサイ Pa43-74系統)
NH/濃度※ 置床 月杢様体 怪様体 怪様体数
荷数 形成約数 形成率 見。 198 3 1.5 5 
X1/4 185 3 1.6 5 
X1/2 187 5 2.7 12 
x 1 183 5 2.7 31 
※標準濃度(2mM)をxlとする
表5 月杢様体形成に及ぼすNH.t+濃度の影響 (キャベツ品種‘SE' ) 
NH/濃度※ 置床 座様体 匪様体 匪様体数
約数 形成約数 形成率 児。 152 1 0.7 l 
x 1 178 1 0.6 1 














用される培地であり、 Brassica属個物の約培養においてもその適用が検討 されている 。
Thomas & Wenze1 (1975)はLSを、 Li chter (1981)はNitschを基本組成とする培地を用い
てB.napusで、またKe11erらはB5培地の無機塩類濃度を若干変えた改変培地を用いて B.
campestris (Ke11erら，1975)、 B.napus (Ke 1 er & Armstrong， 1977)およびB.oleracθ3 





培養 (George& Rao， 1982)でも認められている。
無機元素の中でも窒素は多量要素として植物細胞の生長に大きな影響を及ぼす。多くの
場合無機窒素は硝酸塩の形で施用されるが、アンモニウム塩などの還元態窒素と併用する










た、セリンについても B.napusの約培養での施用が報告されている(Ke 1 er & Armstrong， 









NAAは各 1mg/lを組合わせて、添加した O 材料の育成、殺菌および培養方法等は前項に準じた。
また C3-4-12系統(根こぶ病抵抗性カブ‘GelriaR' と千歳系ハクサイとの BC3S3)につい























育する怪様体の割合が約 1/4で大差なく、 6%添加培地でやや低率となった O
表6 怪様体形成に及ぼすショ糖濃度の影響 (ハクサイ M46-7系統)
ショ糖濃度見 置床 カルス 座様体 怪様体 怪様体数
荷数 形成約数 形成約数 形成率見
6 300 19 3 1.0 3 
8 304 20 4 1.3 10 
10 302 7 5 1.7 23 
12 190 。 2 1.1 2 
11 
表7 月杢様体形成に及ぼす糖の種類と濃度の影響 (チンゲンサイ Pa43-74系統)





(重量児) 荷数 形成約数 形成約数 形成率 見
0.2 (6.8) 146 13 4 2.7 19 










10 8.5 42 
11 9.5 61 
3 2.4 4 
0.5 (9.0) 117 0 0 0 0 
0.3 (5.4) 147 3 7 4.8 16 














表8 怪様体の発育に及ぼす移植培地ショ糖濃度の影響 (ハクサイ C3-4-12系統)
ショ糖濃度 移植怪様体 移植 発育停止 異常肥大 茎 葉 正常
見 の大きさ mm 個数 枯 死 奇 形 異常発育 植物体
< 0.5 32 17 3 3 9 
0.5 -1.0 28 12 6 l 9 
1.0 -1.5 19 1 7 2 9 
2 1.5 -2.0 9 3 2 l 3 
2.0 -2.5 8 3 5 。 。
2.5 -3.0 4 。 2 1 1 
3.0 < 15 。 10 3 2 
-・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 4・...............・ー・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・a・・・・・・・・・・.........ー.
< 0.5 46 32 6 2 6 
0.5 -1.0 24 5 7 l 11 
1.0 -1.5 18 4 6 2 6 
4 1.5 -2.0 7 1 3 2 l 
2.0 -2.5 9 。 4 2 3 
2.5 -3.0 5 。 3 1 1 
3.0 < 13 。 9 l 3 
.‘.......・・・.................・・ー・・・..................................・・・.................................
< 0.5 34 25 5 2 2 
0.5 -1.0 25 6 7 3 9 
1.0 -1.5 18 。 7 4 7 
6 1.5 -2.0 5 。 4 。 l 
2.0 -2.5 4 。 4 。 。
2.5 -3.0 7 。 4 2 1 













これは上述の同種のナタネに関する報告と一致する。一方、 Li chter (1981)は B.napus 


























































約培養培地の 2，4-0およびNAA濃度により移植後の怪様体の発育様相が異なり、1.Omg/ 1 
添加培地由来の膝様体は子葉が異常肥大して奇形化しやすく、 0.2mg/l培地由来の怪様体
は本葉は展開するが叢状となるものが多かった(表12)。
表9 怪様体形成に及ぼすオーキシンの影響 (ハクサイ品種‘初風， ) 
オーキシン mg/l 置床 月杢様体 匪様体 座様体数
2，4-0 NAA 約数 形成約数 形成率児
257 1 0.4 1 
0.1 0.1 260 8 3.1 11 
1.0 259 16 6.2 24 
1.0 270 3 1.1 3 
1.0 1.0 277 14 5.1 19 
表 10 怪様体形成に及ぼす高濃度オーキシンの影響 (ハクサイ)
系統 オーキシン mg/l 置床 怪様体腔様体 怪様体数


















































M46-7 1.0 1.0 218 6 2.8 14 
2.0 2.0 213 4 1.9 27 
5.0 5.0 224 。 。 。
10.0 10.0 232 。 。 。
16 
表 11 怪様体形成に及ぼす植物生長調節物質の影響 (ハクサイ C3-4-12系統)
生長調節物質 mg/l 置床 怪様体 怪様体 怪様体数
2，4-0 NAA KIN 系有数 形成柄数 形成率 見
1.0 205 20 9.8 78 
1.0 183 31 16.9 113 
1.0 1.0 103 6 5.8 9 
1.0 1.0 0.1 190 27 14.2 148 
1.0 1.0 0.5 136 11 8.1 22 
1.0 1.0 1.0 221 24 10.9 48 
表 12 荷培養培地植物生長調節物質濃度が移植後の怪様体の発育に及ぼす影響
(ハクサイ C3-4-12系統)
生長調節物質 mg/l 移植 発育停止 異常肥大 茎 葉 正常
2，4-0 NAA 個数 枯 死 奇 形 異常発育 植物体
0.2 0.2 105 41 18 14 32 










るoB. campθstris (Ke11erら， 1975; Ke 11 er & Armstrong， 1979)およびB.napus (Kel1er 
& Armstrong， 1977， 1978)では低濃度 (0.lmg/1)の 2，4-0とNAAを組合せた培地が、ま
たB.oleracθa(Ke11er品Armstrong，1983; Arnison&Keller， 1990; Phippen&Ockendon， 
1990 )では両物質の濃度を上げた(0 . 3---1 . Omg/ 1 )培地が使用され、種により適用濃度が
異なる傾向がみられる。
17 









( 1981 )による B.napusでの約培養結果と同様な傾向を認めた。一般に Brassicaの約培
養では相対的にオーキシンレベルが高い場合に怪様体形成が促進される傾向があり、ブロ






































種 類 培養温度 置床 怪様体 怪様体 怪様体数
系 統 約数 形成約数 形成率先
ハクサイ 250C 203 。 。 。
M46-7 350C ・1日→250C 204 3 1.5 4 
350C .3口→250C 2∞ 1 0.5 2 
350C .5日→250C 204 。 。 。
キャベツ 25
0
C 1∞ 。 。 。
(BFCR X EFPR) 350C . 1日→250C 300 4 1.3 7 
-87 350C .3日→250C 3∞ 。 。 。




ハクサイ 暗黒 221 11 5.0 52 













Keller & Armstrong (1978)がBrassicanapusの約培養で報告して以来、 Brassica属の
約・花粉培養では高温前培養の適用が一般化している。高温処理条件については種間差が
19 
認められ、 B.napus (Ke11er品Armstrong，1978)では 300c・7'"'-'14日間の処理.が効果が
高いのに対し、B.campestris(Ke11er&Armstrong， 1979)、B.oleracθa( Ke1ler品Armstrong，
1981; Ke11er & Armstrong， 1983; Chiangり， 1985; Arnison & Ke11er， 1990)、 B.




一方、 花粉培養ではいずれの種も 32'"'-'30cを怪形成の適温としており (Chuong& 
Beversdorf， 1985; Fanら， 1988; 佐藤ら， 1989)、花粉細胞の分裂・ 分化に直接的な
作用を及ぼす温度域は比較的狭いと考えられる。また怪様体形成に関し、置床蔚を速やか
に高温条件下に移した方が効果が大きく(Kellerら， 1983)、花蓄の高温前処理は効果が














げした O 活着後、根端を採取し、 0.002Mの8-オキシキノリン液に4時間浸潰して前処理
を行ったO前処理した根端組織は水洗後ろ紙上で水分をよく切り、エタノ ール:酢酸=3:
1液中で閤定したO染色はフオイルゲン法により行った。すなわち、固定組織を蒸留水で5









=10)の染色体数を有したものは 20で、その割合は 35%であった。自然倍加の2倍体(2 






A:半数体 (n=10) B: 2倍体 (2n=20)










X 2x 3x 4x 













染色体数 花弁長 mm 花弁幅 mm 柱頭長 mm
10 (x) 7.9:10.7 6.0:10.8 4.8:10.4 
20 (2x) 10.8:10.7 7.6::1:1.0 6.5:10.5 
30 (3x) 11.0::1:1.0 7.5:10.5 6.3:10.8 









すことが多くの植物種で認められている (McComb，1978; Bajaj， 1983) 0 Brassicaに関し
てはB.01θracθa(Chi angら， 1985; Ockendon， 1986)、B.campeste i s (Ke1 er & Armstrong， 
1979 )、 B.napus (Wenze1ら， 1977; Ke 1 er & Armstrong， 1978)、B.juncθa (George & 
Rao， 1982)およびB.hi rta (K1 imaszewska & Ke11er， 1983)で、それぞれ半数体以外に倍
数体や異数体あるいは混数体が高頻度で出現することが報告されている。本実験においても
倍数化傾向が明確に認められた。






く、 2核期では倍数化が生じやすいとするチョウセンアサガオとタバコでの報告(Engvi 1d 





Armstrong， 1978)およびB.campθstris (Keller & Armstrong， 1979)でなされている。こ
れら要肉との関連でみた場合、本研究でのハクサイの約培養は半数体が生じやすい条件で行
われていると言え、同様な培養方法をとる B.napus( Kell er & Armstrong， 1978)やB.oleacea 
(Chiang， 1985; Ockendon， 1986)およびB.juncea (George & Rao， 1982)での半数体比
率 (12~46% )を考えると、 35%という半数体出現率は妥当な頻度とみることができる。
半数体の草勢は2倍体に比べて弱く、特に花誌の大きさに関しては半数体と倍数体との問
で明確な差が認められた。花器の大きさは環境の影響による変動が少ない形質であり、半数































および EOC-4系統は 1992年2月に約培養を実施した O 各系統ともガラス温室育成抽苔株か
ら1核期ステージの奮を採取し、殺菌後、約を試験管内のショ糖10%添加改変B5培地に置
床した。生長調節物質としては 2，4-0とNAAを各O.l....lmg/lの濃度で組合せて添加した。3













系 統 供試 置床 怪様体 匪様体 怪様体数 再 生
個体数 柄数 形成約数 形成率 完 植物体数
T-136 4 3358 166 4.9 667 116 
CRK-1 l 2863 10 0.3 23 3 

































菌)を用い、 1x 106/乾土gの菌密度で接種した O 播種は8月26日とし、 1カ月後に発病状























































































菌 系 系 統 調 査 発病評点別個体数 発病度
口口 種 個体数 。l 2 3 
菅平菌 T136-1 12 3 9 。。 25 
T136-3 17 。17 。。 33 
T136-5 18 。。。18 100 
T136-6 21 2 15 。4 43 
T136-7 15 。15 。。 33 
T136-8 17 14 3 。。 6 
T136-11 23 1 。5 17 88 
T136-13 14 3 11 。。 26 
T136-30 26 。。13 13 83 
T136-33 22 。22 。。 33 
T136-41 23 17 6 。。 9 
T136-282 19 。19 。。 33 
T136-309 15 l 13 。l 36 
無双(対照) 27 0 0 0 27 100 ....................................................................................... 
望月菌 T136-1 30 9 20 1 。 24 
T136-3 30 5 25 。。 28 
T136-5 31 2 4 3 22 82 
T136-6 38 12 22 2 2 28 
T136-7 24 8 16 。。 22 
T136-8 34 22 12 。。 12 
T136-11 26 。l 7 18 88 
T136-13 27 8 18 l 。 25 
T136-30 36 。。14 22 87 
T136-33 37 14 23 。。 21 
T136-41 32 24 8 。。 8 
T136-282 29 11 18 。。 21 
T136-309 30 13 17 。。 19 
無双 (対照) 26 。。。26 1∞ 
31 
表 18 倍加半数体系統の根こぶ病抵抗性
菌 系 系 統 調査 発病評点別個体数 発病度
個体数 。l 2 3 
望月菌 K10 18 18 。。。 。
K13 17 15 l 1 。 6 
OC86 24 24 。。。 。
郷風(対照) 31 2 1 4 24 87 
-・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・....................................................・-
空海寄生 K10 53 31 22 。。 14 
菌 K13 35 。。。35 100 
OC86 45 。。。45 100 
さ海65(対照) 21 。。。21 100 
表 19 育成系統の黄化病抵抗性 (1995 ) 
系 統 地上部 地下部維管束
口口 種 発病率 出 発病度 発病率 先 発病度
K-13 x OC-86 84 61 1∞ 65 
E9-1 x OC-86 37 20 83 42 
E9-3xOC-86 38 22 62 29 
E9-4X OC-86 69 42 60 35 
試交A 68 38 1∞ 83 
試交B 86 46 1∞ 90 
試交 C 87 57 93 78 
大福75(トー ホク種苗) 93 77 1∞ 97 
CRかなめ( " 93 83 1∞ 92 





表20 育成系統の黄化病抵抗性 (1996 ) 
系 統 地上部 地ド部維管束※
口口 種 発病率先 発病度 発病率 見 発病度
OC-86 24 16 25 17 
E10-1 14 6 
E9-1-3 x OC-86 29 18 67 52 
E9-3-3 x OC-86 28 15 58 36 
試交B 38 25 71 65 
試交 C 60 41 74 59 
試交D 81 46 92 81 
試交E 39 25 63 58 






















































とし、 8月 26日に播種して、 1カ月後に調査を行った。また同時に望月菌および空海寄生
菌について、 Wi 1i ams (1966)の4判別品種を用いてレース判定を試みた。





ては判別品種‘JerseyQueen' と ‘Laurent i an' が権病性反応を、 ‘Wi 1he1msburger' が抵
抗性反応を呈した。 ‘Badger Shipper' のやや擢病性側に傾いた結果を合わせると、望月菌
は Wi11 i amsの分類によるレース2に該当したO 空海寄生菌については‘Laurenti an' が擢
病性反応、を示したのを除き、他の3品種では抵抗性と，寵病性個体が分離し、レース4を基本
に複数のレースが混在していることを示唆する結果となった。
望月菌に対する T136-8系統の抵抗性の遺伝を表 22に示した。権病性の Q-5系統との Fl
は大半の個体が無発病で、 F2では抵抗性:擢病性二147: 60に分離した。戻し交雑悦代にお
ける抵抗性と羅病性の比は、戻し交雑親に T136-8を用いた場合に 96: 1で、 Q-5を用いた場
合では 47: 57であった。
K-10系統の抵抗性の遺伝を表23に示した。望月菌に対して Q-5とのFlは約7割の個体が
抵抗性、 3割が，寵病性で、発病程度に幅がみられたo F2では抵抗性と，寵病性が約2: 1に分
離した。2海寄生菌に対しては Q-5系統とのFlは大半が擢病化し、 F2では抵抗性と，寵病性が









8 2 4 9 54 
o 0 1 18 98 
Wi 1he1msburger 12 11 1 0 0 3 
根こぶ病菌 判 lJl 品 種 調 査
個体数
望 月 菌 Jersey Queen 29 













ZR海寄生菌 Jersey Queen 72 12 7 17 36 69 4? 
Badger Shipper 46 12 5 8 21 61 
Laurentian 47 。。3 44 98 





代 調 査 発病評点別個体数 抵抗性:擢病性 X 2 P 
個体数 。1 2 3 3:1または 1:1
T136-8(P1) 96 95 l 。。 96 。
Q-5(P2) 87 。。4 83 o : 87 
Fl (P1 X P2) 120 119 l 。。120 。
F2 207 125 22 11 49 147 : 60 1. 75 0.20 -0.10 
BC1 ( X P1) 97 96 。。1 96 1 
BC1(XP2) 104 47 。。57 47 : 57 0.96 0.50 -0.30 
表23 倍加半数体系統 K-10における根こぶ病抵抗性の遺伝
菌 系 世 代 調査 発病評点別個体数 抵抗性:権病性
個体数 o 1 2 3 
望月菌 K10(P1) 
Q-5(P2) 
Fl (P1 X P2) 
F2 


























BC1(XP2) 73 13 14 3 43 27: 46 
雫海菌 K10(P1) 52 32 19 1 0 51: 1 
(官平) Q-5 ( P2) 56 0 0 0 56 0: 56 
F1(P1XP2) 
F2 






















菌 系 位 イえ 調査 発病評点別個体数 抵抗性:権病性
個体数 。 1 2 3 
望月菌 T136-8(P1) 32 32 。。。 32 。
KIO(P2) 54 54 。。。 54 。
Fl 45 45 。 。。 45 。
F2 135 125 l 3 6 126: 9 
BC1 ( X pl) 67 67 。 。。 67: 0 
BC1 ( X P2) 73 63 1 4 5 64: 9 
空海 T136-8(P1) 30 0 0 0 30 30: 0 
寄生菌 K10(P2) 31 15 16 0 0 31: 0 
Fl 66 l 。 。65 1 : 65 
F2 68 30 1 3 34 31 : 37 
-・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・a・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・
二クtEz 海 K10(P1) 24 22 。 2 。 22 2 
寄生菌 OC86(P2) 26 。 G 。26 o : 26
Fl 45 。 。。45 0 ・ 45
F2 85 23 2 14 46 25 : 60 
考察
(共試系統の抵抗性因子はいずれも欧州の飼料用カブ由来のものであり、 T136-8系統は
Buczackiら(1975)が提唱した ECD(European Clubroot Differential)法による根こぶ病









が明らかにされている。 Wit (1964)、Toxopeus& Janssen (1975)およびCruteら (1980) 














れ、その抵抗性素材‘Debra'が優性抵抗性遺伝子AとBを有する(Cruteら， 1980; Toxopeus 
& Janssen， 1975)ことを考え合わせると、 K-10の主働抵抗性遺伝子がB(あるいは A)であ

















ブラナ科個物においても B.olerac問、 B.campθstrisおよびB.napus等で DNAマーカーを用いた
遺伝子連鎖地図の作成が試みられている(Quirosら、 1994)。多くは制限酵素切断断片長多型
(RFLP: Restriction Fragment Length Polymorphism)を検出するゲノミック DNAクローンあ
るいは cDNAクローンがプローブとして用いられ、根こぶ病抵抗性(Landryら， 1992; F i gdore 
ら， 1993; Grandc 1 ement & Thomas， 1996; Voorr i psら， 1997)や形態的特性および種子成分











行った。また、 1993年、連鎖地図作成のための RFLP解析用 Fz集団の根こぶ病抵抗性検定を































世 イて イ七 色 χ 2 P 
非燈黄 キ登黄 3:1または 1:1
T136-8 (P1) 38 。
Q-5 (P2) 。 37 
F1(P1XP2) 28 。
F2 114 36 0.08 0.80 -0.70 
BC1 ( X T136-8) 75 。
BC( XQ-5) 66 52 1.66 0.20 -0.10 























発病評点 個体数 AA Aa aa 。 49 16 33 。
1 37 9 28 。



















親系統として選定した倍加半数体系統 T136-8と Q-5を供試し、 CTAB(Cetyl trimethyl 





組織より全RNAを抽出し、調製した mRNAを基に cONA(comp 1 ementary ONA )を合成した(付
録2)。合成した cONA断片は ONAライゲーションキット(宝酒造)を用いてプラスミドpUC18
のHincIサイトに連結挿入し、大腸菌 JM109に導入した。アンピシリン、 IPTG( Isopropyl 





親系統T136-8とQ-5の植物体から抽出した ONA各5μgをBamH 1、EcoR 1、Hae皿、
Hind Iの4種類の制限酵素(25ユニット)で3Tc(Bam H 1のみ30.C) ・20時間処理し、
42 
切断された DNA試料はアガロースゲル電気泳動に供した。バッファーには TAE(40mM Tris-
acetate pH8.0、1mMEDTA)を用い、ゲル濃度を 0.8%とし、 40Vの定電圧で8時間泳動し
た。アガロースは SeaKemGTG (FMC社)を使用した O 泳動後、 0.4NNaOHを用いたアルカリ












































し、傾向がみられ、 0.4，._0.5Kbのプローブが 10%であったのに対し 0.7Kb以上のプローブで
は約30%が多型を検出した(表29)。
HC111 HC136 
Bam H 1 Eco R 1 Hind I Hae I Bam H 1 Eco R 1 Hind I Hae皿
T Q T Q T Q T Q T Q T Q T Q T Q 
図10 両親系統間の RFLPパターン
上段の TおよびQは、それぞれ両親系統の T136-8およびQ-5を示す
表 28 制限酵素の種類と RFLPの出現頻度
制限酵素 認識塩基配列 供試7'口一7'数 RFLPを検出した7'ロー7'数 RFLP頻度%
Bam H 1 5'GGATTC 3' 223 8 3.6 
Eco R 1 GAATTC 286 35 12.2 
Hind I AAGCTT 286 30 10.5 
Haθ皿 GGCC 286 32 11.2 
44 
表29 プローブ(cDNAクローン)の大きさと RFLPの出現頻度
7'口-7'の大きさ kb イ共試7'ロー7'数 RFLPを検出した.7'日-7'数 RFLP頻度 %
0.4 -0.5 134 13 10 
0.5 -0.7 67 16 24 
0.7 -1.0 43 13 30 






る。マッピングに用いる両親問の RFLP頻度については、 B.campθstris (B. rapa)でMcGrath
& Quiros (1991)、Chyiら(1992)およびTeutoni co& Osborn (1994)がそれぞれ69、
62.6および 38.9----59.8%の比較的高率な多型の検出を報告している。また、 B. oleracea 
(Kianian & Quiros， 1992)とB.napus (Landryら， 1991; Ferreiraら，1994; Uzunova 
ら，1995)においても同レベルの多型が認められている。これら報告に比べて本実験での両












ランダムゲノム DNAプローブに比べてレタスでは 2.5倍(Landryら， 1987a)、 トマトでは










制限酵素については、 4種の酵素のうち、 BamH1を除き 10%をわずかに越える同程度の
多型検出率を示したoBamH 1でRFLP頻度が低かったのは、その認識配列部位において変異
が少なかったためとも考えられるが、 B.napusでBamH 1とEcoR 1、HindIが同等の多型
出現率を示したとする結果(Landryら， 1991)を考えると必ずしも認識配列の相違だけでは

































MAPL (鵜飼ら， 1995)および臥P臥KER(Landerら， 1987)を用いた。まず Fzでの遺伝子型
の分離比(1 : 2:1または1: 3 )の適合性を X2検定により調べ、続いて連鎖の検定と組換
え価の算出を行った。連鎖検定に際しては、最尤法による LOD( 1 ikel ihood odds ratio)値
が3.0以上の組合せを有意と判定した。連鎖解析結果に基づき、形質およびRFLPマーカー
の連鎖群への群分けを行い、同一連鎖群内での順序と連鎖距離を算定して遺伝子連鎖地図を





























T Q F2→ HC264 
T Q F2→ HC60 










た。幽 12に連鎖地図を示したが、その全長は 735cMで、隣嬢座位間の平均距離は 11.7cMで
あった。
重複遺伝子のいくつかは同一連鎖群内に位置し、 HC646a，bは第1連鎖群に、 HC62a，bおよ






















1 2 3 4 5 6 7 





3 25 HC239 25 
29 I 4 




















HC282b 8 9 10 
19 I HCI4a・ HC60a 
14 13 HC352a 
HC31 13 HCI51 
1 I HC62b 18 
HC“)b HCI6a怠
18 19 HC244 
12 I 8 
HC2α) 







HHC 3l703 b 非連鎖マーカ-:HCI02b， HCl13， HCl:見 HCl回*，HC280*， 
17 I 














( 1 ) 
( 1 ) 
( 1 ) 
( 1 ) 
( 1 ) 
( 1 ) 
( 1 ) 
(日本農林)
( 1 ) 
( 1 ) 
( 1 ) 
( 1 ) 
( 1 ) 
( 1 ) 
(カネコ)
( 1 ) 
(トーホク)
( 1 ) 
(武蔵野)
(タキイ)
( 1 ) 
オレンγクイーン ( 1 ) 






※※根こぶ病抵抗性連鎖マーカ -HC352bの遺伝子型 A:抵抗性側ホモ C:ヘテ口、権病性側抗




























































































T136-8 Q5 F2 → 







B. campθstri s (rapa)においてはこれまで両親を異にするいくつかの分離集団(Fzまた
はF3)を用いてRFLPマーカーを基にした遺伝子連鎖地図の作成が試みられている。Songら
( 1991 )はノ¥クサイ品種明ichihi 1i' とSpring broccoli (B. campθstris ssp. utijis) 
を、 Chyiら(1992)は異タイプのナタネ品種‘Horizon'および‘R500' を両親とするF2
集団を用いた連鎖解析により、それぞれ1850cM(280RFLPマーカー)と1876map un i ts(360RFLP 
マーカー)の10連鎖群から成る細密な連鎖地図を構築した O またMcGrath& Qui ros (ゆ91) 
はカブとパクチョイとを両親に用いて 28RFLPマーカーと 3アイソザイムマーカーから成る











る材料の遺伝的距離と密接に関係している(Chyiら， 1992; Kianian & Quiros， 1992)と考
52 
えられる。本実験で有為な偏りのみられた遺伝子時の頻度 (19%)は、 B.campestrisのマ
ッピングにおいて Chyiら(1992)およびTeutonico& Osborn (1994)が報告した頻度(そ











てのSongら(1991)、 McGrath& Qu i ros (1991 )、 Chyiら(1992)およびTeutoni co& Osborn 
( 1994)の、 B.oleraceaに関してのSlocumら(1990)およびKianian& Quiros (1992)の、
またB.napusに関してのLandryら(1991)およびFerreiraら(1994)の報告から明らかで
あり、本実験においても同様に比較的高頻度 (23%)の遺伝子の重複が認められた。高頻度























































近縁野生種とともにレタスの育種素材としても重要な位置づけがなされる (Ryder& Wh i taker ， 
1976; Zohary， 1991 )。すなわち、べ卜病(Brem i a 1 actucae )に対しては L.sθrriola、L.sal ignム
L. virosaが(Norwoodら， 1981)、ウドンコ病(Erysiphecichoracθarum)に対しては L.serrIola、
L. saligna， L. virosa、L.dentataが(Lebeda， 1985)、キュウリモザイクウイルス (CMV) 
に対しては L.salignaが(Provvidentiら， 1980)、またウワパ (Tr i chop 1 us i a n i Hubner) 
に対しては L.salignaが(Whi takerら， 1974)、葉アブラムシ (Nasonoviaribis nIgri)に
対しては L. virosaが(Eeni出ら， 1982)、それぞれ抵抗性を有することが知られ、これら病
虫害抵抗性育種の中で野生種利用の試みがなされている。
一方、わが国のレタス栽培は湿潤な気象条件下で行われるため、細菌による腐敗性病害が多
発し、特に軟腐病 (Erw i n i acarotovora)および腐敗病 (Pseudomonas c i chor i i )は甚大な被害
をもたらすことから、、両病害に対する抵抗性品種育成への要望は強く、抵抗性の付与は重要な
育種目原とされる。軟腐病と腐敗病に対しては L.virosaが強抵抗性を示すことが明らかにされ
ており(塚田ら， 1987)、耐病性育種素材としての利用も検討されている。しかし、 L.sativa 
とL. virosaとは遺伝的に離れた関係にある (Kesseliら， 1991)ため、両種の交雑親和性は低
く(Zohary， 1991)、例え雑種が得られても生育途中で枯死したり、不稔となる( L indqvi st， 











(Murashige & Skoog， 1962)寒天培地に無菌は種して、 200C、約 20∞lx. 14時間照明 ド
で培養し、は種1か月後に、生育した植物体本葉を摘出してプロトプラス卜単離処理に供






































































酵 素 濃度 児 万方4足I~ 法~三
マセロザイム R10 セルラーゼ RS 見
0.1 0.1 3.4 
0.2 0.2 1.2 
0.4 0.4 1.1 
0.6 0.6 0.9 
























1. 91 X 107 
表34 材料部位別プロトプラスト収量
供試部位 プロトプラスト収量 /g葉重
本葉 4.1 X106 
子葉 4.3X 106 





しては葉組織が用いられる場合が多く(Evans & Bravo， 1983)、レタスにおいても、 Engler




















1982; Brownら， 1987; N i sh i 0ら， 1988; Matsumoto， 1991)。本実験では 0.40'"'-'0.5M
の濃度で、球形で形状の安定したプロ トプラストが得られた。浸透圧の細胞生理に及ぼす
影響に関し、浸透圧が高い状態では細胞内へのアミノ酸の取り込みが阻害されたり











セロザイム R-10、0.1%セルラーゼ“オノズカ"RSおよび 0.4Mマンニトールを CPW溶液
に溶解)処理により単離した。処理時間・温度は、 18時間・ 25.Cとした。単離プロトプラ
ストは 0.4Mマンニトールで3回洗浄した後、培養に供した。基本培地には、 MS培地の多
量および微量成分濃度を 1/10および1/2に下げた(NH4N03は欠く )2種類の培地 (A培地、
B培地) (Eng1er & Grogan， 1982)を用い、液体培地上にプロトプラストを包埋したアガ
ロース培地を浮遊させるアガロース・ビーズ法(Sh i 1i toら， 1983)により培養を行った O
すなわち、 0.5m1のA液体培地に懸濁したプロトプラストを加熱融解後約 40.Cに保温した





成 分 A培地 B培地
多量無機養分 1/10 MS 1/2 MS 
( NH4N03を除く) ( NH4N03を除く)
微量無機養分 1/10 MS 1/2 MS 
カゼイン加水分解物 1∞mg/l 5∞mg/l 
ミオイノシトール 10 50 
ニコチン酸 0.5 2.5 
グリシン 0.2 1.0 
葉酸 0.05 0.25 
塩酸ピリドキシン 0.05 0.25 
塩酸チアミン 0.05 0.25 
ビオチン 0.005 0.025 
ショ糖 0.3 M 0.3 M 
コハク酸ナトリウム 1 mM 5 mM 
アガロース 0.7 % 。
H 6.0 6.0 
生長調節物質に関する実験では、 2，4-0(0.1、O.2mg/ 1 )、NAA(0.1、O.2mg/ 1 )および
BA (0.4、0.5、0.7mg/l)を用い、それぞれ異なる濃度で組合せて A、B培地に添加した。


























低密度区 (1X 103/ml )では分裂 (4細胞以上)率が1.5%と著しく低く、シャーレ当たり
コロニー数は1以下であったo5X 103/mlおよび 1X 104/ml区ではともに分裂率が9.2%と
高く、コロニー数は、それぞれ45.7、79.5であった。培養日数が経過すると両区培地は淡
















円口日 種 A添加物質 mg/l B添加物質 mg/l 分 裂率 出 コロニー
2，4-D NAA BA NAA BA 2-4 4細胞く 形成数※
シナノグリーン 0.1 0.4 0.1 0.4 84.9 6.3 8.8 47.5 
0.1 0.4 0.2 0.5 78.0 7.3 14.7 67.5 
0.1 0.4 0.2 0.7 82.8 6.5 10.7 54.3 
0.1 0.4 0.1 0.4 88.6 4.9 6.5 36.3 
0.1 0.4 0.2 0.5 81.6 7.9 10.5 50.5 
0.1 0.4 0.2 0.7 82.2 6.6 11.2 55.2 
........................................................................ー・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ ・ ・・・・..........
Lollo Rossa 0.1 0.4 0.1 0.4 88.0 5.1 6.9 68.9 
0.1 0.4 0.2 0.5 88.4 6.2 5.4 53.8 
0.1 0.4 0.2 0.7 91.4 5.0 3.6 44.3 
0.1 0.4 0.1 0.4 89.7 4.0 6.3 56.8 
0.1 0.4 0.2 0.5 90.0 5.6 4.4 43.5 
0.1 0.4 0.2 0.7 91.5 4.4 4.1 29.1 
※1シャーレ当たり形成数(以下の表についても同様)
表37 プロトプラストの分裂に及ぼすA培地生長調節物質の影響
円口1I 種 生長調節物質mg/l 分裂率 見 コロニー
2，4-D NAA BA 2 -4 4細胞く 形成数
シナノグリーン 0.1 0.4 82.9 6.1 11.0 75.9 
0.2 0.7 81.5 6.5 12.0 85.7 
0.1 0.4 80.0 7.6 12.4 97.5 
0.2 0.7 80.1 6.5 13.4 108.5 
Lollo Rossa 0.1 0.4 90.0 5.3 4.7 37.9 
0.2 0.7 91.5 5.2 3.3 29.4 
0.1 0.4 89.5 5.0 6.5 50.2 
0.2 0.7 92.1 4.2 3.4 22.2 
B培地には 0.2mg/lNAAおよび0.5mg/lBAを添加
62 
表38 プロ卜プラストの分裂に及ぼす培養細胞密度の影響 ( ‘シナノ グリー ン， ) 
プロ卜プラスト 分 裂 率見 (2週間後) コロ二二一 士吉 地※
密 度 Iml 2 -4 4細胞く 形成 数 pH 
1 × 103 95.3 3.3 1.5 0.8 5.81 
5 × 103 85.5 5.3 9.2 45.7 5.77 
1 × 104 86.2 4.6 9.2 79.5 5.72 
5 × 104 90.6 4.7 4.7 86.0 5.59 
l × 105 94.2 3.6 2.2 48.0 5.52 
5 × lぴ 97.7 1.4 0.9 0.0 4.42 
※培養25日後調査
表39 プロトプラストの分裂に及ぼす液体B培地の交換時期の影響(‘シナノグリーン'
プロトプラスト 交換 分裂率 児(培養18日後) コロニー 培地※
密 度 Iml 時期 2 -4 4細胞く 形成数 pH 
1 X 104 無交換 88.2 4.7 7.2 36.0 5.63 
5日後 90.0 3.9 6.2 26.0 5.72 
10日後 89.2 4.6 6.3 38.0 5.71 
15日後 90.8 3.3 6.0 29.8 5.77 
............................................................................................................. 
1 X 105 無交換 97.2 2.0 0.8 35.8 5.56 
5日後 91.9 3.5 4.7 99.3 5.65 
10日後 94.0 3.0 3.1 60.3 5.69 
15日後 94.6 3.0 2.4 37.5 5.70 
※培養25日後調査
考察









分裂阻害物質の拡散防止に問形培地の使用は有効で、 Engler& Grogan (1982)および
Nishioら (1988)はそれぞれ間化剤のアガロースあるいはゲルライトにプロト プラストを
包埋して培養するビーズ培養法を採っている 。本研究では寒天培地上にプロト プラストを
包埋したアガロース培地を重層する Engler& Grogan (1982)の方法を参考に、 問j杉と液体
両培地を併用したアガロース・ビーズ培養法を適用した。アガロース・ビーズ法はレタス
野生種の L.sa1 ignaのプロトプラスト培養においても用いられ、 分裂の持続とコロニー形
成に有効なことが示されている(Brownら， 1987)。一方、 固化剤の種類によってプロト プ
ラストの分裂、 生育が異なることが知られ、 Shi1 i toら (1983)は特定のアガロースがタ
バコやヒヨスのプロトプラスト培養に好結果をもたらすことを報告し、また Nishioら
( 1988)はゲルライトがレタスプロトプラストにより適するとしている。ここで用いた低
融点アガロース Typevnは Shillitoら (1983)の報告の中で比較的高い評価を得た固化剤
で、各実験において安定した結果をもたらした。
レタスのプロ卜プラストの初期培養には、 Kp8(Kao， 1977)、KM8p(Kao & Michayl uk， 1975) 
あるし、は MSを基本とした培地が用いられる(Berryら， 1982 ; Engler & Grogan， 1982)。
ここでは Engler& Grogan (1982)による MSの構成要素を主体とする2種類の培地 (A、B
培地)を基本培地として用いた。A培地(アガロース)は MS培地の多量および微量要素濃
度を 1/10に、 B培地(液体)は 1/2に下げた低無機塩濃度培地で、それぞれ多量要素中の
アンモニウムイオンが除かれている。これはアンモニウムイオンがプロ卜プラストの分裂
に阻害的に作用するとするパレイショ (Shepard& Totten， 1977)やSa1pig1ossissinuata 
( Boyesら.1980)などでの結果を配慮して設定されたものと推察される。しかし、 NH4N03













& Totten， 1975; Evans & Bravo， 1983)効果もあると考えられる。
レタスプロトプラストの分裂誘起には生長調節物質の添加が必要で、オーキシン(NAA、
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2，4-0)とサイトカイニン (BA)が組合せて用いられる(Berryら， 1982;Eng1er & Grogan， 
1982 )。本実験ではこれら物質について、既報の濃度レベルを中心に添加効果を比較検討
したが、オーキシンとサイトカイニンの濃度が上がると‘シナノグリーン'では分裂が促
進されるのに対し、 ‘Lo 1 0 Rossa' では逆に抑制され、その効果に品種間差が認められた。
また、初期培養培地の生長調節物質濃度は、コロニーの生育のみならずp-カルスの宅葉分
化率にも影響を及ぼした。 Berryら(1982)はオーキシンレベルの段階的低ドがコロニーの















て決定する必要があり、アガロース・ビーズ培養を用いた本実験の結果からは 1X 104/m1 
が適密度と判断された。同じアガロース・ビーズ培養法を適用した野生種 L.salignaでの
葉肉プロ卜プラスト培養では、l.25 X 104/m1の密度で最高のコロニー形成率を得ており










ビーズ培地で培養し(培養密度:1 X 104/ml )、プレーティング3週間後に形成された小カ





















BAを組合せた培地では、 NAAO.lmg/l、BA0.2mg/l 添加区が 11.0%の最も高い茎葉分化率
を示し、その前後の濃度範囲で両物質濃度が上下すると分化率が低下する傾向が認められ
た。発根はいずれの培地においても観察されたが、 NAAO. Olmg/ 1とBAO.lmg/lを組合せた
培地では根の発生が少なかった O
‘Lo 1 0 Rossa' における p-カルスの肥大生育は、 NAAO.Olmg/lとBAO.lmg/lを添加し
た灰がやや劣るほかは、各区で大差なかった。発育カルスは黄~黄褐色を呈し、紅色素を
有するものも観察された。茎葉分化は生長調節物質濃度が低い培地で促進される傾向がみ











凶14 レタス( ‘シナノグリー ン， )プロトプラストからの植物体再生




口1 種 生長調節物質 mg/l 調査 カルスの大 発根 36;葉分 主主ー 葉
2，4-D NAA BA カルス数 きさ mm 個数 化個数 分化率先
シナノク.リーン 0.01 0.1 203 8.3 31 17 8.4 
0.1 0.2 2a 3.2 13 。 。
0.01 0.1 208 7.7 2 14 6.7 
0.1 0.1 209 6.7 44 18 8.6 
0.1 0.2 210 6.9 48 23 11.0 
0.2 0.2 2a 5.6 69 19 9.1 
0.2 0.4 209 5.5 70 18 8.6 
0.4 0.4 208 4.2 51 13 6.3 
.・・・・・ ・・・・ ・・・・・・・・・・・・・・・・・ e・・ ・・・・.....................................................
Lollo Rossa 0.01 0.1 158 5.9 39 31 19.6 
0.1 0.2 164 5.5 42 11 6.7 
0.01 0.1 157 3.7 1 31 19.7 
0.1 0.1 162 6.5 7 40 24.7 
0.1 0.2 161 5.3 。 38 23.6 
0.2 0.2 162 5.4 24 12 7.4 
0.2 0.4 163 5.8 44 28 17.2 
0.4 0.4 164 5.4 80 15 9.1 
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表41 宅葉分化に及ぼす初期培養培地生長調節物質の影響
円ロn 種 生長調節物質 mgl 1 (A培地IB培地) 調 査 発根 ~葉分 草: 葉
2，4-D NAA BA 1 NAA BA カルス数 個数 化個数 分化率 見
シナノグリ ンー 0.1 0.4 0.1 0.4 243 96 7 2.9 
0.1 0.4 0.2 0.5 559 189 34 6.1 
0.1 0.4 0.2 0.7 248 89 25 10.1 
0.2 0.7 0.2 0.5 312 93 24 7.7 
0.1 0.4 0.1 0.4 188 70 6 3.2 
0.1 0.4 0.2 0.5 539 244 40 7.4 
0.1 0.4 0.2 0.7 245 93 14 5.7 
0.2 0.7 0.2 0.5 356 179 19 5.3 ....................................................................................................・...........
Lollo Rossa 0.1 0.4 0.1 0.4 237 5 l 0.4 
0.1 0.4 0.2 0.5 317 15 25 7.9 
0.1 0.4 0.2 0.7 145 13 20 13.8 
0.2 0.7 0.2 0.5 224 。30 13.4 
0.1 0.4 0.1 0.4 183 13 7 3.8 
0.1 0.4 0.2 0.5 317 24 30 9.5 
0.1 0.4 0.2 0.7 166 16 6 3.6 
0.2 0.7 0.2 0.5 140 20 18 12.9 
表42 茎葉分化に及ぼす初期培養時プロト プラス ト培養密度の影響
フ。ロトフ。ラスト 調 査 カルスの 発根 茎葉分化 茎葉分化
密度 Iml カルス数 大きさ m 個数 (固 数 率 見
1 X 104 230 7.1 59 18 7.8 

















‘アルペン'、 ‘カルマー '、 ‘エンパイア'、 ‘エクシー ド'、 ‘GL659'、 ‘Lo110 rossa'、




5日後の展開子葉と 1か月後の本葉を用い、 0.1% マセロザイムR-10、0.1%セルラーゼ
“オノズカ"RSおよび 0.4Mマンニ卜ールを含む酵素液での処理によりプロトプラストを













種 類 プロ卜プラスト 万 者~ 勾落主Z コロニー
採 取部 位 % 形成数
アルペン 子 葉 6.6 13.0 
本 葉 4.5 36.6 
カルマー 子 葉 4.1 25.8 
本 葉 2.3 15.0 
エンパイア 子 葉 8.7 17.7 
本 葉 2.4 7.7 
エクシード 子 葉 6.9 23.7 
本 葉 9.1 89.3 
GL 659 子 葉 3.0 38.0 
本 葉 2.2 8.7 
オリンピア 子 葉 7.1 36.1 
本 葉 2.5 11.0 
サリナス 子 葉 2.5 11.5 
本 葉 4.9 26.3 
シスコ 子 葉 8.5 95.4 
本 葉 12.2 127.3 
シナノグリーン 子 葉 6.9 42.1 
本 葉 11.0 75.9 
ユニパース 子 葉 6.4 63.8 
本 葉 4.9 35.9 
パンガード 子 葉 15.3 172.8 
本 葉 4.9 65.9 
Lollo Rossa 子 葉 3.8 29.9 
本 葉 11.6 93.8 
L. serrjola 本 葉 4.4 42.7 
L. saUgna 本 葉 4.0 15.6 
L. vjrosa 本 葉 0.0 0.0 
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表44 レタス品種および野生種プロトプラストカルスの茎葉分化率
種 類 プロトプラスト 調 査 茎 葉 茎葉分化率
採取 部 位 カルス数 分化数 見
アルペン 子 葉 216 21 9.7 
本 葉 199 32 16.1 
カルマー 子 葉 349 6 1.7 
本 葉 170 76 44.7 
エンパイア 子 葉 114 8 7.0 
本 葉 146 29 19.9 
エクシード 子 葉 142 23 16.2 
本 葉 227 31 13.7 
GL 659 子 葉 124 2 1.6 
本 葉 170 43 25.3 
オリンピア 子 葉 107 7 6.5 
本 葉 147 38 25.9 
サリナス 子 葉 419 27 6.4 
本 葉 273 38 13.9 
シスコ 子 葉 117 11 9.4 
本 葉 128 18 14.1 
シナノグリーン 子 葉 121 9 7.4 
本 葉 249 21 8.4 
ユニパース 子 葉 72 6 8.3 
本 葉 340 91 26.8 
パンガード 子 葉 177 7 4.0 
本 葉 295 42 14.2 
Lollo Rossa 子 葉 216 13 6.0 
本 葉 349 29 8.3 
L. sθrriola 本 葉 450 49 10.9 
L. saligna 本 葉 184 6 3.3 
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コロニー形成へと生育が進んだ。 ‘エンパイア'、 ‘パンガード'など7品種は子葉が、
また‘LolloRossa' など5品種は本葉が分裂率が高く、特に、 ‘シスコ'、 ‘シナノグリ






両組織由来カルス間で著しい分化能の差異が認められた。 ‘GL 659'、 ‘オリンピア'お
よび‘ユニパース'についても本葉p-カルスが25%以上の高い茎葉分化率を示した。また、




























材料として、レタス栽培品種‘シナノグリーン' と野生種 L.virosa (フランス国 I'/_t直
物遺伝資源研究所より導入)を供試し、無菌は種1か月後の両種の invitro育成植物体本
葉から、酵素処理によりプロトプラストを作成したO 酵素処理は 0.4%マセロザイム R-10、
0.4%セルラーゼ“オノズカ"RSおよび 0.4Mマンニトールを CPW溶液に溶解した酵素液
を用いて、 250C下で 18時間行った。単離プロトプラストは前節と同様、 0.4Mマンニ卜ー
ルで3回洗浄して精製したO 作成した‘シナノグリーン'と L.virosaのプロトプラスト
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電界を 1KV/cm(印加時間 10μ秒)'"'-'2KV/cm(同50μ秒)に設定した条件で行われる(Bates， 
















するプロトプラストは適融合電界強度が異なる (Tempelarr& Jones， 1985; Tempelaar 























合では 0.1--0.5酬の処理で好結果がもたらされている(Nea&Bates，1987; Hibiら， 1988)。
本実験では Hibiら(1988)の報告の中で最も高い融合率を示した濃度の O.lmMCaC12を添
加して融合処理を行い、良好な結果を得た。 DMSO(dimethylsulfoxide)、ポリアミンおよ
びプロテアーゼについても融合促進効果を有するとの報告(Ruz i n & McCarthy， 1986; Nea 










たプロトプラストは 0.4Mマンニ卜ールで3回洗浄して精製し、 IOAおよび DEPC処理に供
したo IOAについては、濃度が5、10、15、20、25、30mMとなるように0.4Mマンニ卜ール
液で調製し、各濃度液にプロ卜プラストを懸濁して4.cで15分間処理を行った。また、温
度の影響を調べるために、濃度を 5および 10mMとし、各4および 20.C下で15分間処理.を




ース A培地に包埋し、 0.2mg/lNAAと0.5mg/lBAを添加した B液体培地に浮遊させるアガ


















iOA濃度mM 活性細胞率※ 見 分裂鰍
o (対照) 89.6 (100) + 
5 88.1 ( 98) + 
10 67.3 ( 75) 
15 50.9 ( 57) 
20 36.7 ( 41) 
25 5.5 ( 6) 
3o 5.7 ( 6) 
※処理1日後の活性細胞率 ( )内は対照を 100とした場合の数値
※※処理 10日後の分裂の有無 +:有 一:無
表46 プロ卜プラス トの活性に及ぼす IOA濃度および処理温度の影響
IOA濃度 mM 処理温度 ℃ 活性細胞率※ 児
o (対照) - 86. 0 (100 ) 
5 4 73.3 ( 85) 
5 20 52.1 ( 61) 
10 4 55.9 ( 65) 
10 20 20.9 ( 24) 
※処理1日後の活性細胞率 ( )内は対照を 100とした場合の数値
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表47 プロトプラストの活性と分裂能に及ぼすDEPC濃度の影響
DEPC濃度 目(v/v) 活性細胞率※ 見 分裂鰍
o (対照) 72.5 (100) + 
0.001 79.0 (109) + 
0.005 60.7 ( 84) 十
0.01 7.7 ( 11) 
0.05 。 0) 




























から、 Nicotiana(Medgyesyら， 1980; S i dorovら， 1981 )、 Daucus( Ichikawaら， 1987)、
Brassica (Teradaら， 1987; Barsbyら， 1987; Yamash i taら， 1989)、501anum (Per 1 









処理温度は細胞壁の再生を考慮してO.，40Cに設定される場合が多い (Nehls，1978 ; 
Teradaら， 1987; Ni izekiら， 1994; Okamura， 1994)が、室温処理でも体細胞雑種が得







で不活化した Petuni ahybr i da葉肉プロ卜プラストとの細胞融合を試み、異種代謝阻害剤














融合実験材料としてレタス (Lactucasativa) 3品種 ‘シナノ グリー ン'、‘Loll0 Rossa' 
および‘カルマ-MR' と野生種 L.virosaを供試し、無菌は種約1か月後の invi tro育
成値物体本葉からプロ卜プラストを作成した。プロトプラストの単離と精製手順は本節・











































あった O 生育した茎葉は生長調節物質無添加の LS培地に移したが、概ね 20'"'"'30日後に発
根し、完全な個物体となった(図17-D)。




- MR' とL.virosaとの組合せで得た植物体は、全て葉形 ・葉質等が両親種の中間型で、
雑種個体と判断された。一方、 ‘Lo11o Rossa' とL.vi rosa問の融合実験で得た6植物体
のうち 4個体は中間型の形態を示したことから雑種と判断されたが、 2個体は‘Lollo





初期培養培地生長調節物質 (A培地/B培地)mg/1 カルス形成 茎葉分化
2，4-D NAA BA / 2，4-D NAA BA 個 数 (固 数
0.1 0.4 0.1 0.4 2 。
0.1 0.4 0.2 0.7 26 6 
0.1 0.4 0.4 0.4 10 3 
0.2 0.5 0.2 0.5 6 3 
0.2 0.5 0.4 0.4 l 1 
0.2 0.5 0.2 0.7 4 2 
0.3 0.6 0.3 0.6 1 1 
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表49 ‘Lo 1 0 Rossa' とL. virosaの細胞融合における初期培養培地別茎葉分化数
初期培養培地生長調節物質 (A培地/B培地)mg/l カルス形成 ヨ在葉分化
2，4-D NAA BA / NAA BA (固 数 (固 数
0.1 0.3 0.1 0.3 3 。
0.1 0.4 0.2 0.7 14 4 
0.1 0.4 0.2 0.5 1 。
0.2 0.4 0.2 0.4 1 l 








は IOA処理キャベツ (Brassicaoleracθa)と茎葉再生能を欠くハクサイ・カブ類 (B. 




















得た‘シナノグリーン'と ‘Lollo Rossa' それぞれのp-カルスの享葉分化率に比べて高く、
異種ゲノムの共存が再分化能の向上に結びつく形となった。雑種カルスがより高い草葉分



















---2か月後に自家受粉種子の着生状況を調査した。また、 ‘シナノグリーン'と L.virosa 
の体細胞雑種個体を母本として‘シナノグリーン'の花粉を授粉し、戻し交雑種子の獲得を
試みた。戻し交雑により得た種子は MS培地に無菌は種し、発芽・生育した戻し交雑(BC1 ) 
幼植物体についてガラス温室内で順化・鉢上げを行い、形態的特性を調査した。また、開花
時にその稔性を調べ、自家受粉およびレタス育成系統の花粉を授粉して後代種子の獲得を試
みた O さらに、前章で確立した培養系を用いて BC1個体の葉組織および葉肉プロトプラスト
から植物体を再生し、クローン個体からの種子獲得を図った。なお、クローン個体の一部に















は葉表面に細毛、中肋部に葉針(刺)を有し、 ‘シナノグリーン'にはみられない L.virosa 





凶22)、 SVクローンと同様、葉表面に細毛の、中肋部に葉針の発生が認められた。 ‘Lo11o 
Rossa' は葉身がアントシアニンにより紅に着色したが、体細胞雑種においても同様な色素
発現がみられた。着色範囲は‘Lo1 0 Rossa'よりも広く葉身部全体にわたり、着色程度も




特 '性 シナノグリーン L. virosa SV-5311 SV-7154 SV-9145 
葉 形 広円 細長楕円 楕円 帝国長楕円※ 楕円
葉 色 緑 濃緑 やや濃緑 濃緑 やや濃緑
葉面のワックス 少 多 中 中 中
葉両のちぢみ 少 平滑 極少 極少 極少
葉縁の切れ込み 中 無 少 少 少
葉縁の波うち 中 無 少 少 少
葉表面の毛 無 多 中 多 中




左:‘シナノグリ ーン' 右:1. virosa 中央:体細胞雑種 SV-5311
図19 レタス品種‘シナノグリーン'、 1.vi rosaおよび両種間の体細胞雑種の葉形




左:‘シナノグリーン' 右:L. virosa 中央:体細胞雑種SV-5311
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表51‘LolloRossa' とL.virosaの体細胞雑種 (LV)の葉特性
特 '性 Lollo Rossa L. virosa LV-7231 LV-10139 LV-10141 
葉 形 扇 細長精円 楕円 幅広楕円 細長精円(小)
葉面の着色 中 無 濃 濃 濃
葉両のワックス 少 多 中 中 中
葉面のちぢみ 少 平滑 極少 少 極少
葉縁の切れ込み 中 無 少 少 少
葉縁の波うち 中 無 少 少 少
葉表面の毛 無 b ブ・ 中 ニ々57 極少
中肋の葉針 無 b ェゾ 中 ニ々57 少
凶22 レタス品種‘LolloRossa'、Lvirosaおよび両種間の体細胞雑種
左: ‘Lollo Rossa' 右:L. virosa 中央:体細胞雑種 LV-7231
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凶23 レタス品種‘Lo1 0 Rossa'、L.virosaおよび両種間の体細胞雑種の葉形
左: ‘Lo11o Rossa' 右:L. virosa 中央:体細胞雑種LV-7231
体細胞雑種は親のレタス品種に比べて少ない葉数で抽苔し、花茎と花枝の伸張、花奮の着
生へと生殖生長が進んだ。花茎には刺の発生がみられ、花枝の広がりや着奮数については概
ね両親種の中間であった O また、開花時間についてはレタス品種が朝の数時問、 L. virosa 
が夕方までと両親種間で異なる特性を示したが、体細胞雑種ではレタスに比べて開花時間が














られた。抽斉、開花した SV16クローン、 LV4クローンおよび CV1クローン由来個体全て自家
受粉による稔実種子の着生は認められなかった。































































SV-7154 23.0 + 25.1 
SV-8201 0.5 + 0.8 
SV-9012 3.7 + 2.7 
SV-9121 0.0 + 0.0 
SV-9131 0.5 + 0.8 
LV-7231 0.0 + 0.0 
CV-11051 0.0 + 0.0 
シナノグリーン 256.9 + 61.4 
Lo11o Rossa 199.3 + 57.7 

































再生クロー ン イヒ 粉粒数
SVB-1-1 0.0 + 0.0 
SVB-1-2 0.1 + 0.3 
SVB-1-3 201.2 + 33.5 
SVB-2-1 0.0 + 0.0 
SVB-2-2 56.4 + 8.5 






















柱頭付着花粉粒数※別個体数。 -0.1 -0.5 -1.0 -2.0 -3.0粒





























生種 (Puitら， 1986; Fishら， 1988; Card iら， 1993)の組合せにおいても認められており、
異種.ゲノム間の相互作用に基づくヘテロシスの発現とみることができる。
‘Lo11o Rossa' とL.virosaの雑種 (LV)クローン個体はいずれも株の生育量が両親に
比べて小さく、各クローンにおける両種の不完全なゲノム構成(後述)が草勢に反映される




























体細胞雑種クローン SV-9012、SV-9081、SV-9145およびLV-7231、戻し交雑ク ローン SVB-2、
両親のレタス品種‘シナノグリーン'と‘Lo1 0 Rossa' および L.virosaを供試し、葉片
嬢種法により軟腐病と腐敗病に対する抵抗性を検定した。体細胞雑種と戻し交雑クロー ンに





ci chori i)と軟腐病菌 (Erwiniacarotovora)はイースト ・ペプトン培地で3日間振とう培

















接 種 菌 検定材料 発病程度
ErwInIa carotovora シナノグリーン ++ 







Pseudomonas cIchorII シナノグリンー + 
腐敗病菌 Lollo Rossa 十+++








凶25 体細胞雑種LV-7231のPseudomonasc i chor i i接種検定
A: Lollo Rossa B: L.virosa C: LV-7231 
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軟腐病に関して、レタス親品種の‘シナノグリーン'では葉両の数カ所に 10mr目前後幅の
黒色不整形病既が生じ、 一部葉脈の変色もみられた。また、 ‘Lo110 Rossa' では媛種1日
後に 10，._，20mmの病班が発生し、その後病徴が進展して葉全体に腐敗が及んだ。一方、片親
のL.vi rosaは無病徴で、強い抵抗性を示した O 体細胞雑種については、いずれも嬢種1，._，
2日後より小病班が数カ所に点在するのが観察されたが、病徴の著しい進展はみられず、安




属5種の細菌の関与が知られる(上屋ら， 1979)。中でも Psθudomonasc i chor i iとErwinia
carotovoraは病原性が強く、病徴が進展すると植物体全体に腐敗が及ぶことから、両菌のま
ん延による被害は甚大なものとなる。
P. ci chori iとE.carotovoraはともに発育適温が300c前後と高く、高温多湿条件ドで活
発に増殖して、植物体組織および細胞に侵入し、軟化腐敗を誘起する。感染は傷口以外に気
孔および毛茸などの自然開口部からも起こることが認められている(白田ら， 1982)。本実
験では Randhawa& Civero10 (1985)による Xanthomonas菌のモモ切葉への接種法を参考に









タス品種については、‘シナノグリーン'および‘Lo1 0 Rossa'は、P.cichori iとE.carotovora 
菌の嬢種により発病を呈したが、 ‘Lo110 Rossa' が葉全面に広がる腐敗病徴を示したのに
対し、 ‘シナノグリーン'は 1cm前後の不整形病班を形成するに止まったO このような病徴
の品種間差は葉質等の形態的特性や内的な感受性レベルの違いに基づくもので、葉肉が薄く、








ら， 1988)、501anummθ10ngena (ナス)+ 5.torvum ( Gur i & S ink， 1988)および5.tuberosum 










細胞融合親として用いたレタス L.sativa 3品種‘シナノグリーン'、 ‘Lo 110 Rossa' 





( 50μ1 )に浸潰し、 37"C下で約40分間酵素処理を行った。酵素液の組成は 4%セルラー







は、その染色体の由来を明らかにするため、 Genomicin situ hybridization (GISH)を実
施した。上記の酵素解離法で両 クローン個体根端組織から染色体標本(ギムザ染色後メ
タノールにより脱染)を作成し、スライドグラス上の標本を 6∞ μlのRNase溶液 (O.lmg/l
RNase A" 2 X SSC )で覆って RNA分解処理を行った (37"C、60分)0 RNase処理後、室温ドで
2XSSCに5分、 70、95および 99%エタノールに各5分浸潰して洗浄した。プローブとして
‘シナノグリ ーン'全ゲノム DNAを用い、ラ ンダムプライマ一法によりビオチン標識を行っ
た。すなわち、熱変性した 10μlの‘シナノグリーン， DNA溶液(0.1μg/μ1 )にdATP、
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dCTP、dGTPを含む反応バッファー(ニッポンジーン社)10μl、BSA( Bov i neSerum A 1 bumi n ) 
( 10mg/ml ) 2μI、ビオチン-16--dUTP( 1mM) 2μl、滅菌水24μlおよびKlenow断片(1UI 
μ1) 2μlを加え(全量50μ1)、 3Tcで3時間反応を行うことにより原識プローブを作
成した。標識プローブはエタノール沈澱による精製後 in situハイブリダイゼーションに供
したが、使用量は1標本当たり l∞ngとし、 1∞倍量の L.v i rOS8 DNA (ブロッキング用、 5
分間オートクレーブ加圧し切断処理したもの)、 50%ホルムアミドおよび2xSSCを含むハ
イブリダイゼーション溶液に混合して用いた。標識プローフーを含むハイブリダイゼーション
液(15μ1 )は900Cで 10分の熱処理後、急冷して DNA変性を行い、染色体標本上に滴ドし
てカバーグラスで覆った。ペーパーボンドで周囲をシールして3Tcで1夜ノ¥イブリダイゼー
ション処理を行った後、 2xSSC、50%ホルムアミド12XSSC、2xSSCおよび4xSSCの
溶液に順に各420C、10分間浸けて洗浄したo 5 % BSAを含む BTバッファー (10mMSodium 
hydrogen carbonate、0.05% Tween-20、pH8.3)での 370C、5分間のブロッキング処理に
続き、標本当たり 70μlのアビジン-FITC( 5μ g/ml)を含む 1% BSA/4 xSSC液をサンプ
ル上に広げて 3Tc、60分間(湿箱暗黒 F)の FITC染色を行ったo BTバッファーで3X10 
分 (400C)洗浄した後、 5% goat serum/BTで 3Tc、5分のブロッキング処理を行い、 70
μlのビオチン化抗アビジンIBT溶液(10ng/ml )を滴下して、湿箱中で 3Tc、60分間反応
させた。 BTバッファーでの3x5分 (400C)の洗浄に続き、 5% BSA/BTでブロァキングし、
再びアビジン-FITC処理(アビジン-FITC/BT)を行ってシグナルの増幅を図った。 BTバッフ
ァーで2X10分 (400c)および2x SSCで 10分 (400C)洗浄した後、 100μlの DAPI
(4' ，6-diamidine-2'-phenyl indole dihydrochloride)液(10μ g/ml)をサンフ。ル上に広げ










9クローンは染色体数が2n=36で、レタス L.S8 ti va (2n = 18 )と L.v i rosa (2n = 18 )の










雑種クローン 染色体数 形態的特徴 稔性
SY-5311 36 中間型 不稔
SY-7151 40 細長葉、非対称 不稔
SY-7152 36 中間型 不稔
SY-7153 36 中間型 不稔
SY-7154 46，53 奇形葉 不稔
SY-8191 48 中間型 不稔
SY-8201 36 中間型 不稔、
SY-9012 36 中間型 不稔
SY-9081 34 中間型 不稔
SY-9121 28 葉のよじれ 不稔
SY-9131 36 中間型 不稔
SY-9132 36 中間型 不稔
SY-9133 36 中間型 不稔
SY-9145 32 中間型、葉先の尖り 不稔
SY-9211 44 葉細長、非対称 不稔
SY-10191 36 中間型 不稔
LY-7231 32 中間型 不稔
LY-10139 42 中間型(短葉長) 不稔
LY-10141 52 小葉 不稔
CY-ll051 52 奇形葉 不稔
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SV-7154 (2n=46 ，53) SV-8191(2n=48) 












凶27 ‘Lollo Rossa' とLvirosa間の異数性体細胞雑種の草姿
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核型に関して、レタス L.sativaとL.virosa両種の染色体の長さは類似したが、いくつ



















ー染色体を街し(図 29)、 SV-9081(2n =34)は両マーカー染色体各1本を(凶 30)、 SV-
8191 (2n=48)は小マーカー染色体1対と大マーカー染色体1本を(凶31)有することが判
明した。また、 SV-8191では断片化したとみられる 1小染色体が観察された。LV-7231(2n 
=32)は小マーカー染色体1対と大マーカー染色体1本を有した(凶 32)0 CV-11051 (2n 
=52)においては3本のマーカー染色体(大小は不明)が観察された(図33)。
ノ合






図30 体細胞雑種別 9081染色体 (2n=34 ) 
大矢印は大マーカー染色体 (L.YIrosa第7染色体)
小矢印は小マーカー染色体 (L.YIrosa第8染色体)
図31 体細胞雑種 SV-8191染色体 (2n=48) 
" 
惨 :大 -L. Yirosa第7染色体小 L. Yirosa第8染色体
炉ー :断片化染色体
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図32 体細胞雑種LV-7231染色体 (2n=32 ) 
大矢印は大マーカ ー染色体 (L.virosa第7染色体)
小矢印は小マーカー染色体 (L.vi rosa第8染色体)












































L. sa1 ignaとともにLactuca属の中で遺伝的に近縁な一群として位置づけられ、 2n=18のい
112 
わゆる‘serrio1aグループ'を形成するが、核型に関して L.virosaと他の3積との問には


















8染色体が欠失したL.sativa 2 x+ L. virosa 2 x-2のゲノム構成をとるものと推定さ
れた。また、 4xと6xの中間型の異数体SV-8191は、染色体数 (2n=48)およびL.virosa 
マーカー染色体の数から、 L.sativa 4 x+L. virosa 2 xの6倍性融合細胞に由来し、 L.





よびGISHによる染色体染め分けの結果から、その染色体構成は L.sa ti va 2 x + L.v i rosa x 
と推定され、戻し交雑過程での両種のゲノム挙動の独立性が示唆された。また、戻し交雑個

















ーゼ (LAP)の2種のアイソザイム分析を行った O サンプルの調製には invitro育成の幼値
物体葉約O.lgを用い、氷上の乳鉢内で 0.4mlの冷抽出バッファー(O.lMリン酸ノくッファ-
pH7.2、10mMジチオスレイトール、 10% ポリ ビニルピロリドン、 3%ポリエチレングリコ
ールおよび0.5%メルカプトエタノール)を加えて磨砕した O 磨砕液は1.5mlマイクロチュ




しては Tris-グリシン (pH8.3)を、ロイシンアミノペプチダーゼに対しては Tris-パルビ
タール (pH7.0)を用い、抽出サンプル各 50μlをゲルに載せ、低温(4.c )下、定電圧
200Vで約 150分間泳動した O 電気泳動後、ゲルを反応液に浸して酵素染色を行い、バンドパ
ターンを調べた。反応液組成としては、エステラーゼに対しては0.5皿M1-ナフチール酢酸、












S 7154 9012 9081 9121 9145 10191 V 
LV 







S 7154 9012 9081 9121 9145 10191 V 






L: Lollo Rossa 









LAPに関しては、 ‘シナノグリーン'、 ‘Lo11o Rossa' および L.virosaともに明瞭に
発色する 1バンドを有したO ‘シナノグリーン'と‘Lo1 0 Rossa' のバンド(L2)は同位
















に共通の E4、E5は同祖性で、 E6はL. virosa特有のアイソザイム遺伝子座に起因するバン
ドであると推定された。体細胞雑種は両親種の ESTバンドを合わせ持ち、その雑種性が催認
されたが、同じキク科の Rudbeckia属の種間体細胞雑種でみられるような新たな雑種バンド




る2つの遺伝子座が多型発現に関与していることが示唆された。 Kesse1i& Miche1more 































塩基認識型のBamH 1、EcoR 1、EcoR V、Hind皿、 Kpn1、Xba1、5塩基認識型のDde
I、4塩基認識型の Alu1、HaθE、肋a1、Mbo1、Msp1、Rsa 1および Taq1を用
いて実施した。
なお、一部体細胞雑種クローンについてはより詳細な遺伝子分析を行うために、 Kemble
( 1987)の方法を若干改変した以下の手順で葉緑体 DNAを抽出した。植物体若葉約 10gを






ペル ミジ ン)に懸濁した。再び1000gで10分間遠心分離し、 沈澱を 14mlの洗浄ノてッファー





は全て低温(4 .c )下で実施した。分画した葉緑体は 0.9mlの膜変性バッ ファー(50mM 
Tris-HCl pH8.0、10mMEDTA， 2%サルコシルおよび0.012%プロテナーゼK)に懸濁し、
3Tcで1時間穏やかに振とうして DNAを溶出させたO その後2回のフェノール クーロロホル
ム抽出、続いてのエタノール沈澱によってDNAを精製した。得られた葉緑体DNAは、 3'"'-'4
μgを制限酵素EcoR1で切断処理し、アガロース電気泳動に供した O 泳動バッファーには














virosaにはない 1.lKbと4.4Kbのメジャーバンドを有した。 ‘Lollo Rossa'は‘シナノ グ
リー ン'と‘カルマ-MR'の4.4Kbバンドを欠く代わりに、やや分子量の小さい3.9Kbの岡
有のバンドを有した。一方、 L.virosaでは 2.5Kbの特異ノてンドが検出されたO 体細胞雑種
および戻し交雑クローン個体は全てレタス品種のバンドと L.virosa固有の2.5Kbのメ ジャ











S 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 V 
LV 








S: ‘シナノグリー ン， L: ‘Lollo Rossa' V:L. virosa 
SVレーン 1: 53112:7152 3:71544: 81915: 82016:9012 7:9081 
8: 9121 9: 9145 10: 10191 11: SVB-1 12: SVB-2 
LVレーン 1: 7231 2: 10136 3: 10139 4: 10141 
αレーン 1: 11051 
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SV 

























































Sc63に関しては、レタス品種が 3.3Kb、8.5Kbの、 L.virosaが 6.7Kbの問有バン ドを有








また pHVH10については HaeIで切断した場合に、 L.virosaになくレタス品種のみが持つ、
それぞれl.OKb(図44)と2.9Kb(図45)の特異ノ〈ンドが検出された。他のバンドについて












該当する SV-9081、SV-9145および CV-11051について抽出した葉緑体DNAを制限酵素 EcoR 
Iで切断して電気泳動パターンを調べた。











S 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 V 
l.Okbー+
LV 
L 1 2 3 4 V 
図44 体細胞雑種における葉緑体DNAクローンPHVH8のハイフ'リゲイゼシーョンハ.ターン
(Msp 1による切断)
SVレー ン 1: 5311 2: 7152 3: 7154 4: 8191 5: 8201 6: 9012 7: 9081 
8: 9121 9: 9145 10: 10191 1: SVB-l 12: SVB-2 
LVレー ン 1: 7231 2: 10136 3: 10139 4: 10141 
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図46 体細胞雑種SV-9081、SV-9145およびα-llCEl葉緑体DNAの制限酵素 (EcoR 1 ) 
切断ハ.ターン




5: L. virosa 
B rレーン1: え/Hindill
I 2: カルマ-MR











S 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 V 
5.2kbー+
Msp 1 
S 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 V 
1.7kbー+
図47 体細胞雑種SVクロー ンにおけるatpA遺伝子のハイブ'リゲイゼー ションハ・ター ン
レーン 1: 5311 2: 7152 3: 7154 4: 8191 5: 8201 6: 9012 7: 9081 











利用も検討されている(内宮， 1984)0 rDNAクラスターは染色体上の仁形成部(NOR; nuc 1 eo1 us
organizing region)に存在し、コムギ (Mukaiら， 1991)、オオムギ (Leitch& Heslop-










いての報告 (Borisjukら，1988)もあるが、 Brassica(Robertsonら， 1987; Rosenら1988) 





基づいて遺伝子連鎖地図が作成され(Landryら， 1987b; Michelmoreら， 1989)、マッピン



























ースは少ない。両親ゲノムの残存比率については、ほぼ同率とする Brassi ca( Sundbergら，
1987 )、 501anum (Pehuら， 1989)および Lycopersicon(Derksら， 1991)における種間雑
種での例や、偏りがあるとする BrassicanapusとErucasa t i vaの属間雑種(Fah1 esonら，














るが、多くの場合体細胞雑種でのゲノム構造の変化は認められず(Be 1 i ardら， 1978 ; 
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Matthewsら， 1985 ; Rosenら， 1988; Kembleら 1988;Pehuら 1989;Derksら， 1991 ; 
Sundbergら， 1987)、ここで作出されたレタス体細胞雑種においても両親にない新たな葉緑
体RFLPバンドの山現はなく、親ゲノムの構造を安定した形で保持していることが示された。
一方、ミ卜コンドリアについては、 NIcotIana(Belliardら， 1979，; Galunら， 1981)、
Brass I ca ( Chetr i tら， 1985; Vedelら， 1986; Robertsonら， 1987)、LycopersIcon(Derks 































/¥クサイ (B.campθstrIs var. pekInensIs)、チンゲンサイ (B.campestrIs var. chInθnSIs) 





異が B.oleracθa (Ockendon， 1985; Arnison & Keller， 1ωo ; Phi ppen & Ockendon， 1990) 
およびB.campestrIs (Satoら， 1989)で報告されている。本研究においてもハクサイの約
培養で怪様体形成率の著しい系統間差が認められた。 BrassIca花粉(小胞子)からの怪様体
形成が遺伝的支配下にあることは、 Sequin-Schwartsら(1983)とSiebel& Pauls (1989) 
の怪形成能の後代伝達に関する報告からも明らかであり、高怪形成能が複数の遺伝子に支配












なり (Lichter，1982;α聞 19;&~.門灯油げ， 1筋;Lichter， 1989)、作業効率がよい花粉培養
は省力的で効果的な半数体作山手法として多用されている。花粉培養では体細胞組織の化学
的・物理的影響が除去でき、条件によっては約培養を上回る怪様体形成と植物体再生率を達
成することが可能である (Siebel& Pauls， 1989)。しかし、JH5様体分化に対する約壁等の
看護効果も無視できず(Heber 1 e-Bors， 1985)、特に怪形成能の低い材料では薪培養が好結
果をもたらす場合も多し、。従って、より効率的な半数体の作出には供試材料に応じた培養法
の使い分けが重要で、状況によっては約・花粉両培養法の併用も必要であろう。




めた本研究結果および他のBrassicaでの同様な報告事例(Kellerら， 1975 ;Wenzelら， 1977; 
































































加えたたことがあげられる。それらの汎用性は Michelmore& Eash (1986)および Nishioら
(1988 )によっても催認されている。
本研究では Engler& Grogan (1982)の開発した培養系が汎用的で安定性があると判断し
初期培養培地については基本的には彼らの培地組成に従い、培養方法としてはプロトプラス
トをアガロースに包埋して液体培地上に浮遊させるアガロース・ビーズ培養法を採用した。

































































( 1 ) ハクサイ (B.campestr i s var. pekinensi s)、 チンゲンサイ (B. campestr i s var. chi nens i s)
およびキャベツ (B.oleracea var. capitata)について蔚培養を実施し、それぞれで花粉起
源の怪様体を得た。
















( 4 ) 培養約中に形成された怪様体は、その発生状況から花粉起源と判断されたが、ハクサイ
においては怪様体から再生した植物体のうち約 1/3が半数体で、自然倍加の2倍体が半数以






( 1 )ハクサイ根こぶ病抵抗性系統T136、CRK-1および黄化病・根こぶ病複合抵抗性系統 EOC-4
の約培養を実施し、耐病性半数体の作出を試みた。供試3系統のいずれもが怪様体を形成し、
それぞれから倍加半数体を得た。
















( 2 ) プローブとして用いた 286の cDNAクローンに関しての両親系統T136-8とQ5間の RFLP
出現率は、 BamH 1、EcoR 1、Hind皿、 HaθE切断で、それぞれ3.6、12.2、10.5、11.2%
であり、全体では 19%であったoT136-8とQ5間で多型を示した 53クローンの連鎖解析によ
り69のRFLP遺伝子座が決定された。






































( 3 ) レタス品種‘シナノグリーン'と L.vi rosaの問の複2倍性体細胞雑種個体に‘シナノグ
リーン'を戻し交雑して2個体を得た。戻し交雑個体の染色体数は 2n=27で、核型観察と GISH
分析の結果から、その構成はレタス 2x+L. virosa xと推定された。戻し交雑個体はいずれ
も稔性を欠き、染色体倍加や戻し融合等による後代獲得が今後の課題として残された O
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xCTAB液 (2%CTAB、O.lMTris-HCl pH8.0、1.4MNaCl、1%PVP)に入れて混合し、 50rnlチュ
ーブに移して 550Cの水槽内で 10分間保温した。その後、等容のクロロホルム/イソアミルアル
コール (24/1)を加えて 30分緩やかに振とうした後、 2800rprnで15分間遠心分離した。上層
(水相)を別のチューブに移して等容のクロロホルム/イソアミルアルコールを加えて 10分間
振とうし、先と同様な遠心分離操作を行った。水相を新たなチューブに移し、 1/10容の 10%
CTAB液 (10%CTAB、O.7M NaCl)を加えて軽く転倒混和した O さらに等容の沈殿ノ〈ッファー(1 % 
CTAB、5rnMTris-HCl pH8.0、10rnMEDTA)を加えて転倒混和し、 30分間静置した後、 2800rprn






で適量の TEバッファー (10rnMTris-HCl pH8.0、1rnMEDTA)に溶解し、 30分間1/10容の 10μ




600μlの溶出ノてッファー (10rnMTris-HCl pH7.5、5rnMEDTA)に溶解して、 1/20容の10%SDS 
を混合し、 650Cで5分間処理した後、急冷したO室温に戻してから等量の結合バッファー(印刷
Tris-HCl pH7.5、5rnMEDTA， 1M NaCl、0.5%SDS)を加え、オリゴ (dT)セルロース (Type7、
Pharrnacia社)カラムを通してポリ (A)+RNAをオリゴ (dT)セルロースに吸着させた。その





①プローブの標識: PCRで増幅した cDNAクローン 1μg(/15μ1 )を沸騰水中で 10分間加
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熱して、氷中で急冷し、 1本鎖に変性させた。ヘキサヌクレオチドミ ックス、 dNTPミックス各
2μlを混合し、全量が 19μlとなるように滅菌水で調製した後、 1μlのKlenow醇素を加




し、 40μlの TEバッファーに溶解した。②ハイブリダイゼーション:ブロ ッティ ングフィ ル
ター (130cm2X3枚)をプラスチックバッグに入れ、ハイブリダイゼーションバッファー(50見
フォルムアミド、 5xSSC、0.1%N-Lauroyl sarcos i n、0.02%SDS、2%ブロ ッキング試薬)30ml 
を加えてシールし、 420Cで5時間プレハイブリダイゼーションを行った。プレハイブリダイゼ











1中に 1%ブロ ッキング試薬を含む)に移して 30分間インキュベートし、さらに80mlの標識
抗体液(抗ジゴキシゲニン Ap，Fabフラグメン卜をバッファ-2で75mU/mlに調製)中で 30分
間処理した。 抗体処理フィルターは洗浄ノてッファ -400mlで 15分間2回の洗浄を行って非常占
合抗体を除去した後、 80mlのバッファ-3(O.lM Tris-HCl、O.lMNaCl、50mMMgC12、pH9.5) 
に浸けて 5分間平衡化し、 CSPD(Disodium 3-(4-methoxyspiro {1，2-dioxetane-3，2'-(5'-
chloro)tricyclo [3.3.1.137J decan} 4-yl)phenyl phosphate)基質溶液(バッファ -3で
O.lmg/mlに調製)80ml中で5分間処理した。処理が終了したフィルターはラッピングフィルム
に包み、 3Tcで15分間プレインキュベー卜した後、 X線フィルム X-OMA T AR (Kodak社)に感
光した。
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